















Abstract: Pre‐exercise caffeine  ingestion has been shown  to  increase  the workload at ventilatory 

























effect  of  caffeine  on  this performance variable. Therefore, habituation  to  caffeine  through daily 











world  [1]. Caffeine  also has  a  strong performance‐enhancing  effect  [2]  and  it  is widely used  by 
athletes of numerous  sport disciplines before  and during  competitions  to  enhance  their physical 









However,  little  is  known  about  the magnitude  of  the  ergogenic  effect  of  caffeine  on  endurance 
performance when  the  substance  is  ingested  chronically.  Thus,  to  date,  it  is  unknown  if  those 
endurance athletes consuming caffeine daily are benefiting from this substance during training and 
competition.   
The main physiological mechanism  behind  the  performance‐enhancing  effect  of  caffeine  on 
endurance exercise is associated to caffeine’s capacity to block A1, A2a and A2b adenosine receptors on 
the central nervous system [15], although other local effects have also been proposed as contributing 
mechanisms  [16,17]. The blockade of adenosine  receptors with caffeine  intake, confirmed  in both 
animals [18] and humans [19], is based on three different characteristics of caffeine when ingested 
orally:  rapid  absorption  in  the  gut  [20],  its  capacity  to  pass  through  all  biological membranes, 
including  the blood–brain barrier, due  to  its  lipophilic nature  [21] and  its  structural  similarity  to 
adenosine [22]. There, after acute caffeine ingestion and its posterior distribution through different 
tissues, caffeine hinders adenosine‐specific receptors. This blockade eliminates, in part, the fatiguing 
effect  of  adenosine  on  the  central  nervous  system,  which  explains  the  benefits  for  enhanced 
endurance performance. Interestingly, the ergogenic effect of acute caffeine intake increases with the 





adenosine  during  exercise.  This  investigation  led  to  the  hypothesis  that  caffeine’s  ergogenicity 
diminishes along with chronic ingestion, but evidence in humans is contradictory.   
When comparing the ergogenic response to caffeine in individuals with low/no daily caffeine 










of  caffeine  on  exercise  performance when  this  substance  is  ingested  chronically  in  a  dose  of  3 
mg/kg/day for 20 [10] and 28 days [30]. In these two investigations, a progressive tolerance to the 
ergogenic response of caffeine  in comparison  to a placebo/control  trial was evident, either on  the 
workload attained during a maximal graded exercise test on a cycle ergometer [10] or on the work 
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produced during a 30‐min cycling trial. Nevertheless, it is unknown how chronic intake of caffeine 









Participants:  Eleven  healthy  active  individuals  (8  men  and  3  women)  were  recruited  to 
participate in this study (mean ± SD: age = 32.3 ± 4.9 years; height = 171 ± 8 cm; body mass = 66.6 ± 
13.6  kg;  body  fat  percentage  =  16.6  ±  5.0%;  and maximal  oxygen  uptake  (VO2max)  =  48.0  ±  3.8 
mL/kg/min). Inclusion criteria were: age between 18 and 40 years; consistent aerobic training (at least 




were excluded  if  they reported medication or dietary supplementation usage within  the previous 
month or any  type of menstrual disorders  in  the sample of  female participants. Participants were 
encouraged  to keep a  stable  endurance  fitness  level  throughout  the  experiment by keeping  their 
habitual  training  routines.  In  addition,  participants were  informed  about  the  need  of  avoiding 
caffeine‐containing products and food and any other nutritional supplements for the duration of the 
study.  The  willingness  to  fulfill  these  standardizations,  in  addition  to  the  satisfaction  of  the 
inclusion/exclusion criteria, was key in the recruitment process of the participants. The week prior to 




participants were  required  to detect an effect  size of 0.66  in oxygen uptake at  the workload  that 
produced the ventilatory threshold with the ingestion of caffeine, with a power of 0.80 and the two‐




and,  thus, acted as his/her own  control:  in one  treatment, participants  ingested an unidentifiable 
capsule containing 3 mg of caffeine per kg of body mass  for  twenty consecutive days;  in another 
treatment,  the participants  ingested  a  capsule with  the  exact  same  appearance  but  filled with  a 







each  treatment. On  day  0,  participants  performed  the  same  experimental  procedures  as  in  the 










Experimental protocol: For  the month before  the onset of  the  experiment, participants were 
encouraged  to  avoid  all  sources  of dietary  caffeine  in  order  to  eliminate  any habituation  to  this 
stimulant. One week before the onset of the first treatment, participants underwent routine medical 
screening to ensure that they were in good health and suitable for the experiment. Within the week 
prior  to  the  onset  of  the  experiment,  participants  were  also  familiarized  twice  with  all  the 
experimental protocols and body mass was measured (±50 g, Radwag, Radom, Poland) to calculate 
caffeine dosage. On day 0 of each treatment, participants were provided with a plastic bag containing 
20  unidentifiable  capsules with  the  assigned  treatment.  Participants  received  a  daily  remainder 
through a mobile application to ingest the capsule in the morning. On each experimental day (except 
for days 0 and 11), participants  ingested  the capsule  in  the  laboratory and rested  for 45 min on a 
stretcher. On days 0 and 11, participants  rested on  the  stretcher, but  this  resting period was not 
preceded by capsule ingestion. Afterwards, participants performed a 10‐min standardized warm‐up 
on the cycle ergometer and then performed the ramp exercise test. During the performance test, the 
initial  load was  set  at  50 watts  and  it was  progressively  increased  by  25 watts  per min  until 
exhaustion. Participants chose their pedaling rate between 70 and 90 rpm, but they had to replicate it 









respect  to VO2  (i.e., ↑VE/VO2)  and VCO2  (i.e., ↑VE/VCO2) while  end‐tidal  partial  pressure  of 
carbon dioxide decreased (↓PETCO2). With this protocol, the decrement in PETCO2, which starts at 






Wilk  test. All  the  variables  presented  a  normal distribution  and  parametric  statistics were  used 
afterwards.  Additionally,  the  sphericity  assumption  was  checked  with  Mauchly’s  test.  If  this 
assumption presented a probability of p < 0.05,  the Greenhouse–Geisser correction was used. We 
performed a two‐way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures (substance × time) in 
each  variable  to  determine  the  differences  in  the  caffeine–placebo  comparison  on  each  day  of 
treatment and differences in respect to day 0 within each treatment. In the case of a significant F value 









between  these  two  factors  (F = 1.73; p = 0.09). On day 0,  the wattage obtained at VT2 was similar 






caffeine  than with  the placebo  on days  1,  4,  6  and  15  (p  <  0.05). The ES  of  the  caffeine–placebo 
comparison was moderate on days 1, 4 and 6 and it decreased to small afterwards (Figure 1).   
 
Figure 1. Workload at  the second ventilatory  threshold  (VT2) during a cycling ramp  test with  the 
administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel shows 






VT2  on  day  0 was  similar  between  the  placebo  and  caffeine  (2.39  ±  0.43  vs.  2.47  ±  0.44  L/min, 





















Figure 3. Heart rate at  the second ventilatory  threshold  (VT2) during a cycling ramp  test with  the 
administration of 3 mg/kg/day of caffeine or a placebo for 20 consecutive days. The upper panel shows 
effect  sizes  (±95%  confidence  intervals)  for  all  timepoint  comparisons  between  caffeine  and  the 
placebo. The lower panel depicts data presented as mean ± standard deviation. (*) Caffeine different 
from placebo for the same timepoint at p < 0.05. 
















Day  Placebo  Caffeine  Effect Size (±95% CI)  Placebo  Caffeine 
Effect Size (±95% 
CI) 
0  28.2 ± 3.2  29.9 ± 3.5  0.5 (−0.2/1.1)  24.4 ± 2.1  25.8 ± 2.2  0.4 (−0.1/1.0) 
1  29.8 ± 4.8  30.6 ± 3.9  0.2 (−0.4/0.7)  25.1 ± 2.6  27.2 ± 3.7 *  0.7 (0.2/1.2) 
4  29.0 ± 2.5  32.8 ± 4.1 *  1.3 (0.5/2.1)  25.1 ± 2.0  26.0 ± 2.4  0.4 (−0.3/1.1) 
6  28.1 ± 2.4  30.6 ± 2.4 *  0.9 (0.3/1.4)  25.7 ± 1.9  26.6 ± 2.7  0.4 (−0.3/1.1) 
8  28.6 ± 1.8  30.6 ± 4.5  0.9 (−0.2/2.1)  25.0 ± 1.4  26.0 ± 2.4  0.6 (−0.4/1.6) 
11  28.3 ± 2.3  29.3 ± 2.8  0.4 (0.0/0.7)  25.1 ± 1.9  25.4 ± 1.5  0.1 (−0.5/0.8) 
13  28.2 ± 2.2  30.5 ± 2.6 *  0.9 (0.5/1.3)  25.7 ± 1.5  26.6 ± 1.7  0.5 (−0.1/1.1) 
15  28.0 ± 3.1  30.9 ± 2.5 *  0.8 (0.2/1.4)  26.5 ± 2.6  26.7 ± 2.1  0.1 (−0.2/0.4) 
18  29.9 ± 2.8  32.2 ± 3.8  0.7 (−0.1/1.4)  25.8 ± 2.0  26.0 ± 2.5  0.0 (−0.4/0.4) 






aerobic  pathways  to  a  mixed  model  of  aerobic‐plus‐anaerobic  metabolism  is  one  of  the  most 
important physiological variables  for  endurance  sports.  In  this  regard,  the exercise  intensity  that 
enables  maximum  production  of  energy  through  aerobic  pathways,  without  a  concomitant 
accumulation  of  metabolites  from  anaerobic  metabolism,  is  a  key  parameter  with  several 
practicalities,  such  as  monitoring  the  efficacy  of  endurance  training,  estimating  endurance 
performance and designing training programs to achieve specific adaptations [37]. Although there 
are  several methods  to  assess  this metabolic  transition  point,  the  use  of  pulmonary  ventilatory 
thresholds during incremental intensity exercise is one of the most accurate methods to estimate the 
exercise intensity that produces the anerobic threshold [38]. Interestingly, evidence clearly indicates 
that  acute  caffeine  intake  increases  endurance  performance  [4–7],  but  the  effect  of  caffeine  on 
physiological variables attained at pulmonary thresholds has been less well investigated [11], and the 
ergogenic  effect of  caffeine  at  this point  is  even  less  clear  [39].  In  addition,  there  is no previous 
investigation that has determined whether  the potential effect of caffeine  intake on  increasing  the 
exercise  intensity at the ventilatory  threshold  is maintained when caffeine  is  ingested chronically. 
The  resolution of  these  two  topics  is key  for  those  endurance athletes using  caffeine or  caffeine‐
containing  supplements  before  training  and  competitions,  as  caffeine may modify  the  exercise 
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used a double statistical approach with p values and effect sizes. The main outcomes of this study are 











ingestion. Taken  together,  this  information suggests  that acute caffeine  intake has  the capacity  to 
increase the absolute workload attained at VT2 during a cycling ramp test, which may explain the 
performance‐enhancing  effect  of  this  stimulant  during  aerobic  exercise  of  submaximal  intensity. 
However,  it  seems  apparent  that  the  ergogenic  effect  of  caffeine  progressively  diminished with 
chronic ingestion, and it was not present, in statistically significant terms, after 15 days of consecutive 




mg/kg,  [11]); reduces  the accumulation of blood  lactate  for  the same exercise  intensity  (10 and 15 
mg/kg, [12]); increases time to exhaustion at an intensity 10% below the anaerobic threshold (5 mg/kg, 
[40]); augments the ventilatory response for a given amount of CO2 produced during exercise (650 
mg  of  caffeine  [41]).  All  these  findings  point  towards  an  ergogenic  benefit  of  acute  caffeine 
consumption  to  enhance  performance  when  exercising  at  an  intensity  close  to  the  anaerobic 
threshold. However,  to our knowledge,  this  is  the  first  investigation  that  finds an  increase  in  the 
exercise  intensity  that enables VT2 with  the  ingestion of a moderate dose of caffeine  (i.e., 3 mg of 
caffeine per kg of body mass). The obtaining of a higher absolute workload at VT2 may be the result 








of CO2  at VT2 with  caffeine was  higher  than with  the  placebo  (Table  1).  Finally,  better muscle 
oxygenation  during  aerobic  exercise  of  submaximal  intensity  may  delay  the  use  of  anaerobic 
metabolism  during  incremental  exercise  [16],  allowing  higher  exercise  intensity  at  the  aerobic–
anaerobic  transition  point.  All  this  evidence  supports  that  acute  caffeine  intake  increases  the 
workload at VT2, suggesting a potential benefit of this stimulant for aerobic exercise performed close 
to the anaerobic threshold. 
There was  a main  effect  of  caffeine  on wattage,  heart  rate  and VO2  attained  at VT2, which 
indicates that  this substance was effective  in modifying  the point at which the second ventilatory 
threshold  is obtained during a  ramp cycling  test.  Interestingly,  there was no  interaction between 
substance × time in any of these three variables, which may indicate that the effect of caffeine over 
the  placebo was  not  affected  by  the  duration  of  the  treatment.  However,  the  caffeine–placebo 














VO2max [10] after  twenty days of consecutive  ingestion. This may  indicate  that caffeine  intake still 
produced small benefits after twenty days of ingestion, although the magnitude of this effect was 
minor. Future investigations with longer periods of chronic caffeine ingestion are needed to unveil 
whether caffeine ergogenicity disappears with daily  ingestion  for >20 days.  In addition,  it  is also 
necessary  to  investigate whether  acute  ingestion  of  a  higher  dose  of  caffeine  (i.e.,  >3 mg/kg)  in 
habituated individuals may offset the tolerance developed with the ingestion of 3 mg/kg/day.   
The present research has different limitations that should be discussed. First, VT2 was identified 
using  a  visual  interpretation  of  the  relationships  of VE/VO2, VE/VCO2,  PETO2,  and  PETCO2 with 
exercise intensity. Although this is a valid methodology [32], this method is subject to human error 
and  interpretation. To reduce this error, two trained researchers  independently established VT2 at 





transition point. Finally, we used a moderate dose of caffeine  to  induce  tolerance and the time of 
chronic  ingestion was  relatively short. Therefore,  the  results of  the current  investigation may not 
apply to endurance athletes with higher daily caffeine ingestion or those using caffeine chronically 







×  time  interaction. However,  the magnitude  of  the  ergogenic  response  of  caffeine  progressively 
attenuated with the daily ingestion of this substance for twenty days. This is because caffeine–placebo 
pairwise comparisons revealed that caffeine was only effective to enhance the exercise workload at 




threshold, which may  represent  a  potential  benefit  for  training  and  competition. However,  the 
progressive tolerance to the ergogenic benefit of caffeine on VT2 suggests the convenience of avoiding 





a competition and/or before high‐intensity  training may be an acceptable option  to maximize  the 
benefits of this stimulant while reducing tolerance and side effects.   
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